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RESUMO
Apés a virada do século XXI, as doencas inflamatérias intestinais se tornaram doencas globais com
incidéncias aceleradas em paises recentemente industrializados. Dentro delas destaca-se a Doenca de
Crohn, caracterizada por inflamag&o do trato digestivo, geralmente transmural, podendo apresentar fistulas
perianais complexas. Sabe-se que as fistulas perianais sdo frequentes e afetam criticamente a qualidade de
vida do paciente devido a ocorréncia de dor, incontinéncia fecal, constrangimento pessoal e o
comprometimento das func¢des fisicas e sexuais. Cerca de 80% das fistulas perianais sdo complexas e sé@o
dificeis de tratar, uma vez que sdo particularmente refratarias as estratégias de tratamento clinico
convencionais. A injecao de células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo no trajeto fistuloso é
uma abordagem nova e promissora para o tratamento dessas fistulas, devido aos seus efeitos
imunomoduladores e anti-inflamatérios. Atualmente o tratamento das fistulas anais € realizado com
imunobioldgicos, os quais possuem alto custo para o sistema de saude. Essa pesquisa tem como objetivo
geral comparar a capacidade de células tronco do tecido adiposo com placebo no tratamento de fistulas
perianais em pacientes com Doenca de Crohn. Para tanto, sera realizada um estudo do tipo randomizado
duplo cego com analise de regressdo logistica de medidas repetidas. Posteriormente sera realizada a
avaliagcdo dos dados obtidos e da possivel diferenca encontrada entre os grupos utilizando regresséo logistica
com medidas repetidas. Espera-se, portanto, que este estudo traga uma nova modalidade terapéutica e que
interfira positivamente no processo de cura destes pacientes. Acrescenta-se ainda, o fato dos resultados deste
projeto servirem de base para futuras metanalises e no embasamento cientifico do tratamento desta doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Cirurgia Colorretal; Enterocolite; Transplante de Células-Tronco.
1 INTRODUCAO

A Doenca de Crohn (DC) pode se manifestar com fistulizagdo, podendo acometer a
regido perianal com fistulas complexas. A incidéncia cumulativa de pacientes com DC que
desenvolvem fistulas perianais durante 20 anos de acompanhamento foi relatada em 20%,
com o maior risco de desenvolver fistulas nos primeiros 10 anos ap6s o diagnéstico. As
fistulas perianais sdo frequentes e afetam criticamente a qualidade de vida do paciente
devido a ocorréncia de dor, secrecdes purulentas, formacdo de abscesso, incontinéncia
anal, constrangimento pessoal e o comprometimento das funcdes fisicas e sexuais.

Recentemente, terapias com células-tronco (CTs) tém mostrado efeitos promissores.
A reducado da capacidade de regenerar e reparar o organismo estao relacionados com o
acumulo das células-tronco adultas danificadas e senescentes, com capacidade de
secrecao de fatores e de diferenciacdo celular comprometida. Consequentemente surge a
ineficiéncia dessas células em repor componentes celulares perdidos nos tecidos,
associada a desregulacao de respostas de outras células, como as do sistema imune, para
0 reparo e a manutencdo dos tecidos. Como resultado hd um aumento de processos
inflamatorios que afetam a funcéo e a dinamica tecidual no organismo, culminando em
cicatrizacdo mais lenta e inadequada.
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2 DESENVOLVIMENTO
21 TIPO DE ESTUDO

Estudo randomizado duplo-cego com analise descritiva dos dados e avaliacao de
possivel diferenca através de regressao logistica com medidas repetidas.

2.2 AMOSTRAGEM

Nesta pesquisa a populacéo sera constituida de vinte pacientes que forem atendidos
em ambulatério de coloproctologia da UNICESUMAR, Hospital Municipal de Maringad e
Centro de referéncia em Coloproctologia vinculado ao programa de Residéncia médica de
Coloproctologia do Hospital Santa Rita na cidade de Maring4, Parana. Os pacientes
deverdo apresentar o diagnoéstico de fistula perianal decorrente de doenca de Crohn,
submetidos ou ndo a outras modalidades de tratamento prévio. Metade do grupo sera
selecionado aleatoriamente para receber as células tronco cultivadas, totalizando 10
pacientes, e outros 10 pacientes receberdo placebo (solucdo salina). A selecado para os
grupos ocorrera de forma aleatoria e com duplo cegamento, cujo paciente em estudo e a
equipe médica envolvida ndo saberdo a qual grupo pertencem até o final do estudo. As
amostras para a realizacédo do procedimento serdo designadas pelo laboratério do Hospital
Almodim, localizado na cidade Maringa - Parana. O hospital € especializado na area de
genética, cultivo celular e criopreservacao.

2.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Serao inclusos todos os pacientes com diagndstico de doenca de Crohn e portadores
de fistula perianal podendo ou n&o terem recebido outra modalidade de tratamento prévio
e que assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido. Tais pacientes se forem do
sexo feminino, deverdo ter teste de beta-HCG negativo.

2.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Serdo excluidos os participantes que tenham diagnéstico de outras doencas
autoimunes ou doenca inflamatdria intestinal que ndo sejam a doenca de Crohn, ou com
alergia e hipersensibilidade a materiais derivados de anestésicos ou bovinos. Pacientes
com diagnéstico de doencas infecciosas ou doencgas sexualmente transmissiveis ativas ou
tuberculose ativa também serdo excluidos do estudo.

Os pacientes com sinais ou sintomas de infeccéo ativa ou septicemia também seréo
excluidos do estudo, e pacientes com histérico clinicamente relevante de abuso de alcool
ou drogas.

2.5 METODOS DE COLETA DE DADOS
2.5.1 Obtencao das células

Inicialmente, para obtencdo das células, serd realizada a lipoaspiracdo da regido
subcutanea abdominal anterior sob anestesia local, na qual serdo obtidos cem mililitros de
aspirado do tecido adiposo. O aspirado sera entéo transferido para tubos com 0,05% de
colagenase (GIBCO, Invitrogen, USA) em meio de cultivo de células - DMEM (GIBCO,
Invitrogen, USA), no qual permanecera por 1 hora na temperatura de 37°C. O material sera
posteriormente centrifugado a 200 G por 10 minutos e lavado duas vezes com solucéo
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tampao fostato - DPBS (GIBCO, Invitrogen, USA). O precipitado resultante sera entéo
colocado em suspensao novamente e alocado em frascos de 25 ml contendo 5 mL de meio
de cultura basal, meio DMEM enriquecido com bicarbonato de sddio (2 g/l) e glutamina (2
mM/l), 10% de soro autdlogo, 50 ug/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich) e 2,5 pg/mL de
anfotericina B (Sigma-Aldrich). Os frascos serdao mantidos em estufa na temperatura de
37°C e com 5% de CO2.

As células serdo caracterizadas como CTTAs por imunofenotipagem através de
citometria de fluxo pela analise da expressao das moléculas de superficie celular como o
CD29, CD44, CD73, CD34 e CD45 e do complexo de histocompatibilidade principal HLA-
ABC e HLA-DR. As células serdo também identificadas como CTTAs por procedimentos de
diferenciacédo de tais células em condrocitos, ostedcitos e adipdcitos, utilizando meios de
cultivo especificos para estas linhagens.

2.5.2 Aplicacédo das CTTAs

O procedimento de aplicacdo das CTTAs sera realizado concomitante ao tratamento
cirargico da fistula perianal convencional, ndo acarretando custos extras ao sistema publico
de saude ou privado. O procedimento ocorrerd nos centros cirlrgicos dos servicos ligados
ao programa de residéncia médica em Coloproctologia do Hospital Sdo Marcos/Hospital
Municipal/Hospital Santa Rita na cidade de Maringa, Parana. Paciente recebera
raquianestesia em ambiente de centro cirargico, em seguida sera posicionado em posicao
de litotomia, com a realizacao rotineira de antissepsia, assepsia e colocacdo de campos
cirrgicos estéreis. O cirurgido responsavel identificara o trajeto fistuloso para realizar
curetagem do mesmo e lavagem com solucéo fisioldgica 0,9% e, posteriormente, sera
realizada a injecdo de 20 milhGes de CTTAs viaveis. Para finalizar o procedimento, sera
realizada revisdo da hemostasia e curativo local.

2.5.3 Analise do fechamento da fistula

A andlise sera realizada através do exame fisico minucioso, repetido mensalmente
no periodo de 6 meses e, ao término desse periodo, sera associada ao método de imagem
(ressonéancia magnética pélvica) para confirmar a resolucéo da fistula em pacientes que
apresentaram cicatrizagcdo completa.

2.6 METODOS DE PROCESSAMENTO E ANALISE DE DADOS

Os dados serdo tabulados, classificados e apresentados em forma de tabelas,
graficos e planilhas eletrénica, usando recursos de informatica (Microsoft Excel® e
Microsoft Word®). Posteriormente sera realizada a avaliagdo dos dados obtidos e da
possivel diferenca encontrada entre os grupos utilizando regressao logistica com medidas
repetidas. O software para andlise estatistica sera o EPI INFO versdo 7.2 (2018),
desenvolvido pelo CDC (Centers for Disease Control and Prevention).

2.7 ASPECTOS ETICOS

Trabalho aprovado pelo comité de ética da UniCesumar sob CAAE:
43337920.1.0000.5539. O presente projeto seguird todos os procedimentos éticos de
pesquisa e ndo implicardo em qualquer risco fisico, psicolégico ou moral ou prejuizo aos
individuos participantes. O estudo cumprira as “Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos” (196/96) editadas pela Comissdo Nacional de
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Saude. Os dados coletados somente serdo utlizados para fins de pesquisa, sendo
resguardada a identidade dos sujeitos da pesquisa conforme resolucdo 196/96.

3 CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa possui limitacbes. A randomizacdo sequencial podera
selecionar grupos diferentes de acordo com o sexo, idade e IMC, ocorrendo um viés de
selecdo. Outra limitacdo presente € a gravidade inicial da Doenca de Crohn de cada
paciente, variando a manifestacao clinica de cada individuo.

Diante de uma patologia complexa como a Doenca de Crohn, em que complicacdes
como as lesbes perianais apresentam-se de forma desafiadora pela dificuldade
apresentada no tratamento, e visto que apesar de existir uma variedade de tratamentos
disponiveis, a falha terapéutica ou as remissfes das fistulas perianais ndo sdo RARAS,
pretendemos com 0 nosso estudo mostrar que a injecdo de CTTAs apresenta beneficios
na diminuicdo do processo inflamatério tecidual, regeneracdo celular e reparo tecidual em
trajetos de fistulas perianais em pacientes portadores de Doenca de Crohn. Os resultados
deste projeto poderdo servir de base para melhorar aplicacées clinicas da medicina
regenerativa com células-tronco no tratamento de les@es e fistulas perianais.
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